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RESUMO

BEZERRA, Luan Baritiello da Silva, MSc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Margco de 2018. Perda Prematura de Vitalidade Celular

em Bagas de Vitis labrusca L. Orientador: Ricardo Enrique Bressan-Smith.

A perda de vitalidade celular no mesocarpo de bagas de uva ocorre, geralmente,
no final do ciclo de desenvolvimento. Entretanto, a intensidade e o periodo de
ocorréncia na baga sédo dependentes da variedade avaliada. Adicionalmente, a
presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas, principalmente
nas mitocéndrias, € capaz de causar danos as células e participar da morte
celular. Neste trabalho, bagas de Niagara Rosada (Vitis labruscaL.) foram
utilizadas como modelo para avaliar o padrao de perda de vitalidade das células
do mesocarpo ao longo do ciclo de desenvolvimento. Bagas foram estudadas a
partir dos 30 até 86 dias apos a antese (DAA) e avaliadas em termos de vitalidade
celular pelo uso do corante fluorescente (FDA), e avaliadas bioquimicamente pela
reducao do reagente MTT. Além disso, foi analisada a atividade da enzima
catalase no mesocarpo das bagas e avaliadas as caracteristicas quantitativas
e qualitativas da baga, como o didmetro, a matéria fresca, a deformabilidade e os
sélidos soluveis totais. Os resultados das analises de vitalidade celular do
mesocarpo comprovaram que a perda de integridade das membranas celulares
foi intensificada no inicio do amadurecimento, ainda que a analise pelo MTT
demonstrasse um elevado percentual de atividade mitocondrial no final
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do amadurecimento. A atividade da enzima catalase apresentou um aumento no
inicio do amadurecimento, seguida de uma redugao no final do amadurecimento.
No entanto, houve manutengdo do tamanho e peso das bagas, e os sélidos
soluveis totais aumentaram para valores considerados 6timos, mesmo quando
estas atingiram elevada taxa de perda de vitalidade celular. Os resultados obtidos
sugerem que bagas de Niagara Rosada tem perda celular precoce em relagéo as

variedades de Vitis sp avaliadas até o momento.

Palavras-chave: uva, amadurecimento, vitalidade celular, bioquimica celular
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ABSTRACT

BEZERRA, Luan Baritiello da Silva, MSc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March 2018. Premature Cellular Viability Loss in Vitis

labrusca Berries. Advisor: Ricardo Enrique Bressan-Smith.

The loss of cell viability in grape berry mesocarp generally occurs at the end of the
developmental cycle. However, the intensity and the period of occurrence is
variety-dependent. In addition, the presence of reactive oxygen species (ROS)
produced mainly in the mitochondria is capable of impairing cells and result in cell
death. In this work, we evaluated the loss of viability in mesocarp cells throughout
the developmental stages of Niagara Rosada berries (Vitis labrusca L.). Bisected
Berries were studied from 30 to 86 days after anthesis (DAA) and evaluated in
terms of the membrane integrity (cell viability) by using a vital stain (FDA), and
evaluated biochemically by the reduction of MTT. In addition, the catalase activity
was analyzed in the cell mesocarp as well as the quantitative and qualitative
characteristics of the berry, such as the diameter, weight, deformability and total
soluble solids. The analyzes of the cell viability of the mesocarp indicated the loss
of cell membrane integrity, that was initiated just after the veraison, although the
MTT analysis demonstrated a high percentage of mitochondrial activity at the end
of maturation. The activity of the catalase enzyme increased at the veraison,
followed by a reduction at the end of ripening. Interestingly, the size and weight of

the berries were maintained, and the total soluble solids increased to values

Vil



considered optimal, even when they reached a high rate of loss of cell viability.
The set of results suggest that the loss of cell viability in Niagara Rosada berries is

premature in relation to the varieties of Vitis sp evaluated to date.

Key words: grape, maturation, cellular vitality, cellular biochemistry
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1. INTRODUGAO

A morte celular € um evento comum da parte final do ciclo de
desenvolvimento para 6rgéos e tecidos vegetais (Greenberg 1996; Thomas et al.,
2009). Em bagas de uva, a intensidade e o periodo em que ocorre a morte celular
parecem ser determinados por diferengas varietais (Tilbrook e Tyerman, 2008).

Em Vitis vinifera, a morte celular ocorre no final do amadurecimento da
baga (Tilbrook e Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010). Nesse caso, ha uma
correlagdo com o inicio de um fendbmeno denominado de murcha das bagas,
comumente observado na variedade Shiraz (Tyerman, et al. 2012). No entanto,
isso nao significa que a morte celular provoque essa murcha, uma vez que ha
uma diferenga marcante entre algumas variedades. Tilbrook e Tyerman (2008)
durante seus estudos com as variedades Shiraz, Chardonnay e Thompson
Seedless descobriram uma etapa significativa e importante até entdo néo
reconhecida no desenvolvimento da videira. Com uso de corantes indicadores, o0s
autores observaram que o inicio da morte das células do mesocarpo comegou 90-
100 dias apdés o florescimento, exceto para Thompson Seedless, que néao
demonstrou perda de vitalidade mesmo no final do amadurecimento.

Nas variedades Chardonnay e Shiraz o efeito da alta temperatura foi
testado com uso de um sistema constituido de placas de policarbonato que
aumentam a temperatura ambiente em volta das videiras. Esse sistema foi

suficiente para acelerar e intensificar a taxa de morte celular do mesocarpo



durante o amadurecimento para as duas variedades testadas (Bonada et al.,
2013).

A perda de vitalidade das células do mesocarpo no final do
amadurecimento, quando as bagas atingem o peso maximo, tem sido relatada em
diversos estudos (Lang e During, 1991; Dreier et al., 1998; Sadras e McCarthy,
2007). Na fase pos-veraison de Syrah e Chardonnay, a morte celular atingiu cerca
de 30% e 50% da area do mesocarpo, respectivamente (Fuentes et al., 2010).
Lang e During (1991) sugeriram que a perda de integridade das células do
mesocarpo € um acontecimento normal do desenvolvimento da baga. Isso
explicaria a perda generalizada do conteudo celular para o apoplasto, levando a
perda da viabilidade celular, da firmeza e pressao de parede da célula.

Adicionalmente, a morte celular que, ocorre ao longo do desenvolvimento
da baga pode estar relacionada com a presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Segundo Carvalho et al. (2015), as EROs atuam como moléculas
sinalizadoras envolvidas nos processos de crescimento e desenvolvimento,
respostas de defesa do patdgeno, producdo de hormébnio do estresse,
aclimatacao e morte celular programada.

A producao de EROs ocorre principalmente nas mitocondrias, e, por isso,
essas organelas desempenham um papel fundamental na manutengéo de vida e
morte de células de plantas (Diamond e McCabe 2011). Porém, o acumulo de
EROs pode prejudicar a integridade da membrana mitocondrial, resultando
finalmente em disfungao mitocondrial irreversivel (Moller, 2001), que se acredita
ser uma das principais causas da morte celular em diversos organismos, incluindo
frutos em amadurecimento (Qin, et al., 2009).

Quando a producdao de EROs excede a capacidade antioxidante, isto
pode levar a danos nas células e, em Uultima analise, a morte celular pela
toxicidade de EROs e / ou eventos de sinalizagao especificos ativados por EROs.
Em uvas, Pilati et al., (2014) mostraram que o acumulo de perdxido de hidrogénio
(H202) e a modulagdo de enzimas responsaveis pela eliminagcdo de espécies
reativas de oxigénio aconteceram no inicio da maturagao da baga.

Lerin (2016) evidenciou que a integridade das membranas celulares se
manteve até os 58 dias apds a antese em bagas de Niagara Rosada e uma perda
de vitalidade de, aproximadamente, 82% durante o ciclo de desenvolvimento,

desde o inicio do crescimento das bagas até atingirem o amadurecimento.



Diante desse cenario, a variedade Niagara Rosada (Vitis labrusca L.)
parece apresentar uma predisposicao a ocorréncia de perda de vitalidade das
células do mesocarpo a partir do veraison, percebida fisicamente pela mudanca
da consisténcia da polpa que se torna mais tenra e pouco crocante.

A partir do exposto, sugere-se no presente trabalho a hipdtese que a
morte celular detectada em bagas de Niagara Rosada seja prematura e esta
relacionada a perda de integridade das membranas celulares no mesocarpo e a
presenca de EROs provenientes da atividade mitocondrial, ainda que a qualidade
do fruto se mantenha, em comparacéao as demais variedades ja estudadas. Para
isso, foi realizado um estudo da morte celular em escala temporal, ou seja, ao
longo dos estadios de desenvolvimento do fruto, associado a analises
bioquimicas e do metabolismo celular, uma vez que pouco se compreende em
relagdo aos eventos que ocorrem ao longo do desenvolvimento das bagas dessa

variedade.



2. OBJETIVO

|. Este trabalho teve como objetivo comprovar se a perda de vitalidade
celular no mesocarpo de bagas de Niagara Rosada ocorre de
forma prematura.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Breve historico da videira

O género Vitis, pertencente a familia das Vitaceae, é composto por mais
de 70 espécies, entre elas estao Vitis vinifera, Vitis labrusca, Vitis riparia e Vitis
rupestris. Como no caso de muitas plantas, as espécies do género Vitis ndo estao
muito bem definidas devido a extrema variagdo morfolégica entre e dentro de
populacdes de videiras selvagens (Currle et al.1983; Hardie, 2000; Mullins et al.,
1992). As espécies que se destacam para o consumo “in natura” e elaboragao de
vinhos, sucos, entre outros, sdo a Vitis vinifera e Vitis labrusca. A primeira é
originada na Eurasia, na regido compreendida entre os Mares Negro e Caspio, ao
Sul do Caucaso, e a segunda na América do Norte (Hardie, 2000; Miolo e Miele,
2003; lland et al., 2011).

Os primeiros sinais da videira datam da era pré-histérica. O cultivo teria
iniciado durante a era Neolitica (6000-5000 A.C) junto a costa leste do Mar Negro.
No entanto, achados arqueoldgicos de sementes de uva indicam que a Vitis
vinifera L., ou seu progenitor, Vitis sylvestris, foi distribuida pela Europa durante
os periodos Atlantico ou Holocénico e Sub-boreal entre 7500 e 2500 anos atras
(Mullins et al.,1994). Segundo Camargo (1998), o centro de origem da videira foi,
possivelmente, a atual Groenlandia.

A introdugéo da videira no Brasil, segundo relatos histéricos, ocorreu em

1532, quando Martim Afonso de Souza registrou o transporte das videiras



portuguesas para a entdo Capitania de Sao Vicente, atual Estado de Sao Paulo.
Desde entéao, e por introdugdes posteriores, a viticultura expandiu-se para outras
regides do pais (Protas et al., 2002). Em 1933, no municipio de Louveira, em Sao
Paulo surgia a variedade Niagara Rosada por mutagdo genética natural da
variedade Niagara Branca (Maia, 2002). Esta foi criada a partir do cruzamento
entre a variedade Concord e Cassady, em 1868, no condado de Niagara, em
Nova lorque, EUA (Camargo,1994). No Brasil, a Niagara Rosada, rapidamente,

predominou sobre a Niagara Branca (Sousa, 1996).

3.2. Aspectos morfoldgicos e ciclo da videira

A videira é considerada uma planta trepadeira, lenhosa de porte arbustivo
(Mullins et al.,1992) perene e de folhas deciduas (Pommer, 2003).
Morfologicamente, s&o caracterizadas pela ocorréncia de gavinhas e
inflorescéncias opostas as folhas (Mullins et al.,, 1994). As raizes séao
fasciculadas, podendo ser encontradas, na maior parte, dentro dos primeiros 60 a
150 cm de profundidade. No final do ciclo vegetativo, com a queda das folhas, as
raizes sao responsaveis pelo acumulo de carboidratos, os quais servirdo para o
desenvolvimento inicial da planta no préximo ciclo (Moraes, 2003).

A parte aérea da planta é constituida de tronco e ramos, responsaveis
pela sustentacao dos frutos, do tipo baga (Hidalgo, 1993; Alvarenga, et al., 1998)
e agrupados em cachos. Os frutos da videira, assim como as folhas, podem
apresentar diferentes formas e tamanhos e ainda as folhas podem ter ou nao
pelos (Souza, 1996; Terra et al.,1997). Nos ramos, as folhas sdo de grande
importancia para a interceptacao da luz, realizagao da fotossintese, protecéo dos
frutos e producao de carboidratos. As folhas mais préximas do cacho sao as que
fornecem a maior parte dos acgucares necessarios para o desenvolvimento do
fruto, assim como, para o crescimento e metabolismo da videira de maneira geral
(Candoffifi-Vasconcellos et al., 1994; Jackson, 2008; lland et al., 2011).



O cacho é composto por pedunculo, raquis, pedicelo e flores que quando
fertilizadas se tornardo bagas (Figura 1). Em Niagara Rosada, as bagas sao de
cor rosado-avermelhada, peso médio de 5 a 6 gramas, forma ovalada, sucosa e
com muita pruina e sabor doce foxado, muito apreciado pelo paladar brasileiro
(Manica e Pommer, 2006). Estrutura do cacho, comprimento, largura e peso
podem variar, dependendo da variedade e das praticas de manejo (lland et al.,
2011).

Ramo
.
o i
\‘. ~
r
Flores
> Cacho
Flores
tornando-se
bagas

v

Pediceloi(
N .

Figura 1. Esquema de composicdo do cacho. Fonte: Adaptado de lland et al.
(2011).

Em videiras podemos encontrar dois tipos de gemas: a lateral e a
composta (Morrison, 1991; Gerrath, 1992). As gemas laterais também conhecidas
como “gema pronta” (no inglés “Prompt Bud”), se iniciam na axila da folha e se
desenvolvem em brotagdes laterais ou ramos “netos” durante o mesmo ciclo de
sua formagéao (Srinivasan e Mullins, 1981) nao entrando em dorméncia, e quando
ndo desenvolvem brotacdes, estas sdo geralmente abortadas (Morrison, 1991;

Gerrath, 1992). A gema composta, também denominada de gema latente ou



dormente, se inicia na axila da bractea e possui trés componentes: a gema
primaria central e duas gemas secundarias menores. Cada componente da gema
composta pode apresentar primordios foliares e primordios de inflorescéncia ou
de gavinha (Morrison, 1991). Nesse caso, as flores sdo pequenas, reunidas em
inflorescéncia, de coloracdo verde-clara podendo ser hermafroditas ou
unissexuadas (Souza, 1996; Terra et al., 1997).

A brotacdo das gemas marca o momento inicial do ciclo vegetativo da
videira, que terminara junto com a fase final de crescimento dos ramos, quando o
desenvolvimento da planta cessa e a fase de dorméncia se inicia (Chao et al.,
2007). O ciclo anual da videira compreende uma série de fases de
desenvolvimento e fendmenos, tais como mobilizacao de reservas, crescimento
vegetativo, acumulo de reservas e repouso vegetativo ou dorméncia (Hidalgo,
2002; Reynier, 2003) (Figura 2).

Queda
das Folhas

T~

Brotacio

Florescimento
Frutificacio

VERAISON
Inicio da
maturacio
das bagas

Colheita

Figura 2 - Ciclo da videira visualizando as fases de dorméncia, mobilizagéo de
reservas, crescimento e acumulo de reservas. Adaptagao de Hidalgo (1993).



A duragao desse ciclo é variavel conforme a cultivar e as condigdes
edafoclimaticas do local de cultivo (Serra, 2005). Assim, a data de poda passa a
ser referéncia para o inicio do ciclo fenoldgico da videira, que € influenciado pelas
condigdes de clima durante o periodo do ciclo (Ledo e Silva, 2003; Neis et al.,
2010; Anzanello et al., 2012). Segundo Kuhn e Maia (2001), Pommer (2006),
Cabral (2009) e Souza (2013), o cultivo de videiras em areas tropicais possibilita a

obtencao de duas ou mais safras por ano.

3.3. Crescimento e desenvolvimento da baga

As bagas de uva sao divididas basicamente em trés partes: casca, polpa
e sementes (Figura 3). Ao longo do desenvolvimento, as bagas passam por
modificagdes no tamanho, composigéo, cor, textura e sabor (Coombe e McCarthy,
2000; Kennedy, 2002). Seus tecidos sédo subdivididos em porgdo externa, que
consiste em tecidos entre a hipoderme e os vasos periféricos e a parte interna
formada de vasos periféricos e axiais. A por¢cao basal de vasos periféricos e axiais
préxima ao pedicelo € conhecida como brush ou pincel, por onde sao fornecidos

agua e solutos para a baga (Ribéreau-Gayon et al., 2003; Jackson, 2008).

Casca

Feixes vasculares

/ periféricos

Léculo

Externa
Interna | Polpa
Septal
Tegumento
Endosperma | Semente
Embrido
Rede periférica
Central Feixes
"Pincel" Ovular vasculares
Pedicelo

Figura 3. Esquema anatbmico da baga de uva. Fonte: Adaptado de Kennedy
(2002).



Diametro da baga (mm)
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O crescimento da baga em muitas variedades segue, normalmente, o
padrdo representado por uma dupla curva sigmoide (Tattersall et al., 1997,
Coombe e McCarthy, 2000). Ja para bagas de uva Niagara Rosada o padrao de
dupla curva sigmoide ndo é mantido perfeitamente (Figura 4). Porém, se sabe que
na primeira etapa, denominada estadio | (até 40 dias apds o florescimento) ocorre
principalmente divisdo celular, iniciada logo apos a fecundagédo, seguida da
expansao das células da polpa, e ao final deste periodo, o numero total de células
da baga foi definido (Kennedy, 2002). Ha varios solutos sendo acumulados,
contribuindo para a expansdo da baga (Possner e Kliewer, 1985). E nesse
momento que o efeito da limitagdo de agua na videira é refletido como uma
flutuagédo hidrica, e consequentemente, influéncia no tamanho da baga (Perez
Pefa, 2004).

18 - |

16 -

14 -

12

f 2 Angulo Hue
4 I I I 1 1 1

5 20 35 50 65 80 95

Figura 4 — Diagrama esquematico demonstrando o diametro e a coloragdo das
bagas da variedade Niagara Rosada durante o desenvolvimento e a maturagao.
As duas linhas verticais pontilhadas indicam os limites estimados das trés etapas
de desenvolvimento: |: crescimento rapido; Il: pouco crescimento; lll: retorno do
crescimento. A seta indica o veraison, transi¢ao da fase Il para a lll. Lerin (2016),
uso autorizado pelo autor.
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A segunda fase, estadio Il do desenvolvimento do fruto (Fase Lag), que
se inicia aproximadamente 7 a 10 semanas depois do florescimento e dura cerca
de duas semanas, apresenta pouco ou nenhum crescimento (Pratelli et al., 2002;
Hayes et al., 2007), enquanto a maturagdo da semente € completada (Lund e
Bohlmann, 2006).

ApoOs esse periodo de auséncia de crescimento, ha o amadurecimento do
fruto, no qual ocorrem as maiores modificagcbes na composigao das bagas (Boss
e Davies, 2001, citado por Conde et al., 2007). E nesse periodo que ocorre o
“veraison”, palavra francesa, traduzida para o portugués como “pintor”, que indica
o inicio do amadurecimento. Em uvas tintas, o pintor é visualmente percebido pela
mudanga na cor da casca (Hrazdina et al., 1984). Nesse momento, os frutos
passam de um estado herbaceo em que eles sao pequenos, duros, acidos e com
pouco agucar para um estado nos quais se tornam maiores, macios, adocicados,
menos acidos e coloridos (Conde et al., 2007).

Do ponto de vista biolégico, o amadurecimento € um fendmeno
caracterizado por alteragdes bioquimicas e fisiolégicas do fruto tornando-o
comestivel e atraente para a dispersao de suas sementes (Giovannoni, 2001). Ja
na abordagem agronémica, o amadurecimento tem correspondéncia com
alteracdes nos atributos sensoriais de sabor, odor, cor e textura que tornam o
fruto aceitavel para o consumo (Barros et al., 1995)

A fase de crescimento do fruto, denominada periodo de
maturacao, € caracterizada por diversas mudancas fisicas e bioquimicas. As
principais mudangas sao amolecimento da polpa, aumento de tamanho do fruto,
acumulo de glicose e frutose no vacuolo, metabolismo do acido malico como fonte
de carbono para a respiragao, e biossintese de componentes organicos volateis e
de sabor, degradacado da clorofila e acumulo de antocianinas no exocarpo em
cultivar de uva tinta (Dreier et al., 1998; Davies e Robinson, 2000; Kennedy,
2002).

Na terceira fase do desenvolvimento do fruto denominada estadio |l
ocorre grande expansado do fruto devido ao acumulo de agua nas células da
polpa. Durante esse aumento do volume do fruto, algumas substancias

armazenadas na primeira fase sado reduzidas como, por exemplo, o acido malico,
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que é metabolizado, enquanto outros como o acido tartarico sdo apenas diluidos
(Winkler et al., 1997; Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Com o amadurecimento, o fruto torna-se mais atraente e saboroso, por
causa do equilibrio entre acucares, acidos, componentes do sabor, aroma e sabor
(Lund e Bohimann, 2006). O desenvolvimento destas caracteristicas determinara

a qualidade do produto.

3.4. Vitalidade e morte celular da baga

A perda da vitalidade das células do mesocarpo € compreendida como a
perda da capacidade seletiva da membrana, ocorrendo de forma acentuada em
algumas variedades de uva, e pode estar intimamente ligada as mudangas no
fluxo hidrico da baga (Lang e Thorpe, 1989; Krasnow et al., 2008; Tilbrook e
Tyerman, 2008, 2009; Fuentes et al., 2010).

Diversos estudos tém relatado que a perda de vitalidade das células
ocorre no final do amadurecimento, quando as bagas atingem o peso maximo
(Lang e During, 1991; Dreier et al., 1998; Sadras e McCarthy, 2007). Em algumas
variedades, apos alcangar o peso maximo, € aparente o inicio da perda do peso
da baga (Sadras e McCarthy 2007) e a concentragdo de acucar pode ser
aumentada por uma combinagédo de diminuicdo de volume da baga e importagcéo
de agucar (Sadras e McCarthy 2007). Fuentes et al., 2010 encontraram uma
correlacao geral entre o grau de vitalidade dos tecidos e a diminuicao do peso
devido a murcha da baga. Para a variedade Syrah, especificamente, essa
correlagdo foi evidente, enquanto outras variedades como Chardonnay e
Thompson Seedless n&o apresentaram o mesmo padrao (Fuentes et al., 2010).
Nesse trabalho, o tecido com menor vitalidade correlacionou-se com um maior
grau de murcha.

O corante FDA (Diacetato de Fluoresceina) tem sido utilizado para
comprovar a mudanga na vitalidade celular do mesocarpo ao longo do
amadurecimento das bagas. O FDA é uma molécula nao-polar, permeavel em
membranas celulares integras. ApoOs entrar na célula, o radical acetato da
molécula de FDA é clivado por ésteres citoplasmaticos, tornando-se polar e
produzindo fluoresceina que ficam presas nas células, apresentando
fluorescéncia quando expostas a uma luz azul (Jones e Senft, 1985; Krasnow et
al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008, Lerin, 2016).
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Portanto, a existéncia de ésteres citoplasmaticos ativos, juntamente com
a funcionalidade da membrana celular e vacuolo, possibilita que a célula com
fluoresceina apresente fluorescéncia. Consequentemente, a presenca de
fluorescéncia das células quando expostas a luz, implica na existéncia de
integridade de membrana e indica existéncia de vitalidade celular (Jones e Senft,
1985; Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008).

A perda da integridade da membrana celular em plantas marca o fim da
homeostase e indica morte celular (Noodén 2004). No entanto, a morte celular
programada € um evento comum em tecidos vegetais na parte final do ciclo de
desenvolvimento (Greenberg, 1996; Thomas et al., 2009). Em uvas, estudos
mostram que a morte celular programada ocorre em células do mesocarpo de
bagas, na etapa final de amadurecimento, podendo ter interferéncia nas
caracteristicas sensoriais das bagas e afetar as relagdes hidricas entre baga e
planta-mée, devido a perda da competéncia osmoética da membrana celular (Lang
e During, 1991; Krasnow et al., 2008; Tilborook e Tyerman, 2008; lland et al., 2011)
e por fim, afetar a qualidade do fruto (Thomas et al., 2009).

Outro método utilizado para avaliar a viabilidade celular € o método
baseado na redugao do reagente MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio). O MTT, que é soluvel em agua e que apresenta coloragao
amarela, € um composto que, uma vez adicionado, sofre redugao por
desidrogenases celulares ativas, formando um cristal de coloragdo roxa, o
formazan, que pode ser solubilizado e quantificado, espectrofotometricamente.
Dado que a mitocéndria € o principal sitio das enzimas desidrogenases, a
reducdo do MTT a formazan esta diretamente associada a atividade mitocondrial

e, portanto, a viabilidade celular (Gerlier e Thomasset, 1986; Heo et al., 1990).

3.5. Morte celular e espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) tornaram-se reconhecidas como
moduladores fundamentais da morte celular programada (MCP), bem como
muitos outros processos bioldgicos como o crescimento, o desenvolvimento e a
adaptacéao ao estresse (Gechev et al. 2006). O envolvimento de moléculas, como,
por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H202) durante a MCP da planta foi
hipotético durante muito tempo. Além da auséncia de métodos de detecgao

precisos e quantificaveis, a natureza toxica inerente de EROs mascarou sua
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funcdo subjacente em varias redes de sinalizagdo. Todavia, foi revelado que
EROs tem relagdo com a indugao, sinalizacdo e execucdo da morte celular em
plantas (Jabs, 1999; Bethke and Jones, 2001; Van Breusegem e Dat, 2006).

Posteriormente, foi comprovado que o excesso de EROs é capaz de
causar danos irreversiveis as membranas celulares (Karuppanapandian et al.
2011). Esta evidente que esse excesso nos niveis de EROs compromete o
metabolismo celular, levando a danos bioquimicos e fisiolégicos. Um exemplo ja
descrito se refere a estrutura e a fungdo mitocondriais, que sao alteradas,
significativamente, durante o processo apoptotico (Petit et al.,, 1996; Kroemer,
1997). Ha indicios que os agentes indutores da apoptose podem desencadear o
desacoplamento do transporte de elétrons e da producao de ATP, levando a uma
diminuicao do potencial de membrana mitocondrial e posterior produgao de EROs
(Zamzami et al., 1995).

Um dos principais mecanismos moleculares que levam a mudangas
profundas no funcionamento mitocondrial € causado por uma alteragédo no poro
de transigcdo de permeabilidade mitocondrial (PTP). O PTP, como é chamado,
protege as mitocéndrias da perda de potencial eletroquimico de prétons (H*). Uma
das proteinas-chave liberada através do PTP é o citocromo c. Sua liberagao no
citosol pelas mitocdndrias resulta em ruptura do transporte de elétrons, levando a
um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), e por fim
desencadeia a MCP (Green e Reed, 1998; Lin et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2017).

Dessa maneira, para se manter o equilibrio da homeostase oxidativa ha
um sistema antioxidante constituido por enzimas antioxidantes e antioxidantes
nao enzimaticos, estabelecido em células vegetais (Gill e Tuteja, 2010). Esse
sistema de defesa antioxidante é capaz de eliminar EROs, e assim, proporciona a
protecao contra seus efeitos deletérios. Como exemplo de enzima antioxidante
estd a catalase (CAT), uma das mais estudadas e primeira a ser descoberta
(Loew, 1990), capaz de realizar a decomposicdo do H202, a uma taxa
extremamente rapida, para oxigénio e agua (Aebi, 1984; Scandalios,1993;
Willikens et al., 1995). Essa enzima é encontrada em diferentes isoformas em
varias espécies de plantas (Scandalios,1987), sendo encontrada mais evidente
em peroxissomos e glioxissomos (lannone et al., 2010).

A producgao ativa de H202 ocorre principalmente no espago apoplastico e

€ necessaria para desencadear a "explosdo oxidativa" que € uma parte da
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resposta hipersensivel a patdégenos, no entanto, € um pré-requisito para o
crescimento normal, desenvolvimento e morte celular (Miller et al., 2010). O H20:2
€ um fator de sinalizacdo na resposta da planta a estimulos bidticos e abidticos
externos, bem como em processos regulados pelo desenvolvimento (Petrov e
Breusegem, 2012). O H202 desempenha ainda papéis importantes na regulagéo
do crescimento das plantas e do sistema de defesa (Niu e Liao, 2016).

A acumulacdo de H202 tem sido detectada em diversas fases de
transigcdo: na videira no momento da quebra da dorméncia (Ophir et al., 2009), no
girassol durante a libertagdo da dorméncia das sementes (Oracz et al., 2009), no
tomate e videira na maturagao dos frutos (Jimenez et al., 2002; Pilati et al., 2007,
Lopez-Vidal et al., 2016) e na transicao floral de Arabidopsis (Ye et al., 2000). Em
Vitis vinifera cv. Pinot Noir o teor de H202 da baga teve um aumento significativo
durante o estadio de veraison, atingindo seu maximo depois de uma a duas
semanas e, em seguida, diminuindo em um ritmo mais lento em direcdo ao tempo
de colheita (Pilati et al., 2007).

Em videira foi relatada uma explosdo oxidativa que coincide com a
alteracao da cor das bagas e a modulagédo dos desintoxicantes da espécie reativa
de oxigénio (ROS) no nivel do gene e da proteina, aumentando a possibilidade de
ROS participar dos mecanismos de sinalizagdo ocorridos na maturagdo do fruto
(Pilati et al., 2007; Giribaldi et al, 2007; Negri et al., 2008; Fortes et al., 2011;
Lijavetzky et al., 2012). O acumulo de EROs durante o amadurecimento também
foi encontrado em trabalhos com saskatoon (Rogiers et al., 1998), frutos de
tomate (Mondal et al., 2004) e laranja (Huang et al., 2007).

A acumulagao transitéria de H202 no citosol das células da casca da baga
foi confirmada definitivamente no inicio da maturagdo em uvas Pinot Noir. Os
niveis de H202 foram medidos separadamente na casca e na polpa. Enquanto na
polpa observou-se uma diminui¢do gradual do H202, na casca se observou uma
clara acumulagao de H20:2 no inicio da maturacdo, com um maximo nas amostras
coletadas ha nove semanas apo6s o florescimento (Pilati et al., 2014). Embora seja
dificil medir H202 em tecidos de plantas com precisdo (Queval et al., 2008), o
acumulo ficou evidente em casca de bagas durante amadurecimento e mudancga
de cor. No entanto, Pilati et al., 2014 apenas focaram na casca da baga, ndo

investigando mais a fundo o mesocarpo do fruto.



16

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Os experimentos foram realizados com videiras cultivadas em vasos com
capacidade para 25L de solo, contendo como substrato uma mistura de Latossolo
Vermelho-Escuro (LVE), distréfico, textura argilosa, esterco de curral e areia, na
proporcao 1:1:1. As avaliagdes foram realizadas em bagas da variedade Niagara
Rosada (Vitis labrusca L.) enxertadas sobre porta-enxerto IAC 572, plantadas em
abril de 2013, conduzidas no sistema de espaldeira e irrigadas por gotejamento,
na casa de vegetacdo do setor de fisiologia vegetal, com estrutura telada,
localizada no campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, em Campos dos Goytacazes, RJ. Foram utilizadas também bagas de
Vitis vinifera var. Thompson Seedless com 74 dias apds antese (DAA),
aproximadamente, provenientes de vinhedo comercial em Juazeiro-BA e
adquiridas em estabelecimento comercial no ponto de colheita. Os DAA de
Thompson Seedless foram obtidos a partir de informagéo gerada pela empresa e

confirmados a partir de informagdes técnicas da regido produtora (Ledo, 2005).

4.2. Estratégia experimental

Como o principal objetivo desse trabalho foi obter uma caracterizagao

geral do processo de morte celular prematura em bagas de Niagara Rosada (Vitis
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labrusca L.), realizou-se esse estudo em duas fases metodoldgicas e se utilizou a
Vitis vinifera var.Thompson Seedless, uma variedade de uva sem semente, como
referéncia de vitalidade celular nas analises com corante FDA e no ensaio
bioquimico com MTT.

A Fase | teve como foco a analise da morte celular prematura, cujas
analises foram direcionadas a verificacdo de mudancas estruturais nas células do
mesocarpo com uso de corante, ao longo do amadurecimento da baga.

A Fase Il teve como foco as mudangas no metabolismo celular
relacionado a morte celular do mesocarpo ao longo do amadurecimento da baga.

Juntamente, os resultados das avaliagdes fisicas e quimicas das bagas
de Niagara Rosada foram utilizados para relacionar e justificar os resultados
encontrados para a vitalidade celular, durante desenvolvimento das bagas em
dias apds a antese, além de, caracterizar qualitativamente esta variedade em

cada periodo de avaliagéo.

4.2.1. Fase I: Desenvolvimento do mesocarpo durante a maturagao da baga

4.2.1.1. Caracterizacao tecidual de morte celular

O uso do corante Diacetato de fluoresceina (FDA) foi utilizado para
comprovar a perda de permeabilidade das membranas, e consequentemente, a
perda de vitalidade das células do mesocarpo na expectativa de comprovar a
morte do tecido. As avaliagdes aconteceram aos 33, 43, 49, 53, 67 e 86 DAA.
Para essa analise, foram coletados cinco cachos, padronizados por diametro
meédio das bagas e armazenados em sacos plasticos sob resfriamento para evitar
perdas por transpiracdo. No laboratério, trés bagas de cada cacho foram
excisadas com auxilio de bisturi, longitudinalmente, e uma das metades foi
utilizada para coloragdo com FDA. A outra metade de cada baga teve o suco
coletado para quantificagado dos soélidos soluveis totais (SST). Foi utilizada ainda,
bagas da variedade Thompson Seedless, aos 74 DAA, como referéncia desta
caracterizagao.

A analise de vitalidade celular seguiu a metodologia de Jones e Senft,
(1985); Krasnow et al. (2008); Tilbrook e Tyerman, (2008); Fuentes et al. (2010);
Bonada et al. (2013). A solugéo foi preparada com a adicédo de 2 pl de uma

solugdo de estoque 4,8 mM de FDA (em acetona) para 1 ml de solugédo de
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sacarose equilibrada para, aproximadamente,10° Brix. Dez minutos apés ter sido
feita, cerca de 250 pl da solugdo foram colocados sobre toda a superficie das
metades cortadas de cada baga e mantidas no escuro durante 20 minutos, para
permitir a absorcao do corante antes da visualizagdo. A fluorescéncia do FDA no
mesocarpo das bagas cortadas foi visualizada no comprimento de onda do verde
com auxilio de um estereoscépio fluorescente binocular (Nikon, StereoSMZ800,
Japao). As imagens digitais foram processadas a fim de obter o percentual de
fluorescéncia e analise de padrao de pixels com auxilio de software de imagens
Image J, versdo1.51j8 (NIH, USA) (Figura 5).

Figura 5. Exemplo de baga da variedade Niagara Rosada corada com FDA
mostrando a area, tracada a mao, com e sem fluorescéncia, no software de
imagens Image J.

4.2.2. Fase ll: Mudancas no metabolismo celular relacionadas a morte
celular e a atividade antioxidante do mesocarpo durante a maturagcdo da

baga
4.2.2.1 Ensaio de atividade respiratoria por MTT
Para esse ensaio, as bagas foram coletadas em trés estadios principais

(EL 33:pré-veraison, EL 35:veraison e EL 38:pbs-veraison) em casa de vegetagao

e mantidas sob refrigeragdo até o momento da maceragdo. A maceragao foi
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realizada com auxilio de pistiio em almofariz congelados. Como forma de
comparacgao foram utilizadas bagas de uva Thompson Seedless, aos 74 DAA.

O extrato foi constituido de 2g de bagas sem casca e sem sementes em 6
mL do tampao de homogeneizagdo contendo 100 mmol/L de tampéao fosfato de
sédio (pH 7,5), 0,5 mmol/L de EDTA-Naz e 10 mmol/L de acido ascérbico e 1% de
Polivinilpolipirrolidone (PVPP). Apds a maceragao, as amostras foram adicionadas
em tubos falcon 15 mL mantidos em gelo e esperou-se a decantacdo de material
em suspensdo por, aproximadamente, 20 minutos. Em seguida o sobrenadante
foi coletado e adicionado em microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL a fim de obter 3
aliquotas, e levadas a centrifuga (Hettich® MIKRO 200/200R) a 1000g, 4°C, por 6
minutos. O sobrenadante dessa centrifugacéo foi utilizado para preparar as
amostras, que foram diluidas em 499,9 uL de tampado de maceragao. Apos a
diluicao foram colocados 500 pyL de amostra em placa de 24 pogos (marca TPP
®). A solugdo de MTT foi preparada diluindo 10mg/ml de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) em agua. A seguir, foi adicionado 25 pL do
MTT em cada pocgo da placa que foi mantida no escuro por, aproximadamente,
20min em temperatura ambiente com papel aluminio a fim de evitar a foto-
oxidagdo. Durante esse tempo, foi preparada a solugdo reveladora (80 mL de
isopropanol e 120 yL de HCI). Apos este periodo, a solugdo de MTT foi removida
da placa e descartada com cuidado com auxilio de pipeta, e posteriormente, foi
adicionado 500 uL da solugao reveladora para solubilizar os cristais de formazan.
Apos a completa solubilizagao dos cristais, a solugao foi coletada e centrifugada
por 6000rpm, a 4°C durante 10 min. Por fim, o precipitado da centrifugagéo foi
descartado e 2000 pL do sobrenadante provenientes de quatro pocos foram
transferidos para uma cubeta de quartz (Agilent Technologies, Inc, UK) para
leitura a 570nm em espectrofotometro (Varian Cary® 50 UV-Vis, CA, USA). Para

leitura do branco foi utilizada somente a solugao reveladora.

4.2.2.2 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade foi realizada a partir de um ensaio bioquimico com posterior
analise por espectrofotometria segundo Aebi, 1984 e Zhang et al., 2005 com
algumas modificagdes. Para isso foram coletadas bagas em casa de vegetagao

em trés estadios previamente descritos (EL 33 com 33 DAA, EL 35 com 43 DAA e
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EL 38 com 86 DAA). As bagas foram mantidas sob refrigeracdo até o momento da
pesagem e posterior maceragao. A maceracgao foi imediatamente apds a colheita
e realizada com auxilio de almofariz e pistilo previamente resfriados. O extrato foi
constituido de 2g de bagas sem casca e sementes em 6 mL do tampao de
homogeneizagdo contendo 100 mmol/L de tampéo fosfato de sédio (pH 7,5), 0,5
mmol/lL de EDTA-Naz e 10 mmol/lL de 4&acido ascorbico e 1% de
Polivinilpolipirrolidone (PVPP). Apds a maceragao, as amostras foram adicionadas
em tubos falcon 15 ml mantidos em gelo e esperou-se a decantagdo de material
em suspensao por, aproximadamente, 20 minutos. Em seguida o sobrenadante
foi coletado e adicionado em microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL e levados a
centrifuga (Hettich® MIKRO 200/200R) a 15000g, 4°C, por 20 minutos. O
sobrenadante dessa centrifugacgéo foi utilizado para o meio reacional contendo 1,7
mL de 50mmol/L de tampéo fosfato de sddio (pH 7,0), 1 mL de agua destilada, 0,2
mL da amostra e 0,1 mL de 100mmol/L de perdxido de hidrogénio (H20:2). Para a
leitura do branco n&o foi utilizado H202. As leituras foram realizadas em cubetas
de quartz com comprimento de onda de 240 nm em espectrofotdbmetro modelo
Varian Cary® 50 UV-Vis observando a queda das absorbancias. A atividade foi
expressa como mU / mg de proteina, onde 1 mU foi definido como a quantidade
de enzima que causou uma alteragao de 0,001 na absorbancia por minuto. Para a

dosagem de proteina foi utilizado o método de Bradford (Bradford, 1976).

4.3. Analises qualitativas do desenvolvimento das bagas

As analises de peso, diametro, soélidos soluveis totais, e deformabilidade
foram realizadas utilizando-se 6 bagas. Ao longo do ciclo de desenvolvimento
foram realizadas 6 avaliagdes que se iniciaram, em torno de, 30 DAA e foram

realizadas até os 86 DAA. Por fim, os dados obtidos foram descritos graficamente.

4.3.1 Peso e soélidos soluveis totais

O peso de cada baga, retirada da parte proximal, média e distal dos
cachos foi registrado individualmente com balanga modelo FA-2104N, Bioprecisa
e obtida a matéria fresca ao longo do desenvolvimento dos frutos. O suco de cada
baga utilizada na medi¢do do peso foi coletado individualmente para avaliagao



21

dos sélidos soluveis totais, utilizando um refratdmetro digital, com compensagao

de temperatura, modelo DRBS-300, Franga.

4.3.2. Deformabilidade das bagas

A deformabilidade das bagas foi medida por meio do ponto médio do
fruto, regido com maior didametro, usando um texturdbmetro modelo TA-XT express
(Stable Micro Systems, UK), que exerce uma for¢a constante gerada por uma
mola. Esse método possibilitou o calculo da forca de deformagdo em bagas

individuais a partir da resposta na diminuicao de 20% do diametro.

4.3.3. Diametro das bagas em desenvolvimento

Bagas da parte proximal, média e distal de cachos em diferentes videiras,
representativas de toda area experimental (n=6), foram padronizadas e marcadas.
As medi¢cbes foram realizadas, em milimetros, com paquimetro digital

(Digimess®).

4.4 Analises estatisticas

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) foi empregado para os
resultados das variaveis, massa fresca, didmetro, solidos soluveis totais,
deformabilidade das bagas e contou com 6 repetigdes. Ja para analise da taxa de
perda de vitalidade celular foram utilizadas 3 repeti¢cdes. Os ensaios da atividade
da catalase e MTT foram feitos a partir de 3 repeti¢des por estadio e seguidos por
quadruplicata durante a analise. Para a interpretacdo dos resultados, foi utilizado
o programa computacional GraphPad Prism 7.0 e utilizada a analise por

regressao linear.
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5. RESULTADOS

5.1. Vitalidade das células do mesocarpo

As imagens do mesocarpo de bagas cortadas longitudinalmente e
coradas com uma solucao FDA mostram uma evidente perda de vitalidade celular
ao longo do amadurecimento.

A figura 6 mostra a fluorescéncia presente em praticamente todo o
mesocarpo da baga aos 33 DAA. Em comparagao as demais datas de avaliagao,
(43 DAA até 67 DAA), a fluorescéncia diminuiu progressivamente, chegando aos
86 DAA com a menor marcagao do mesocarpo. Tais evidéncias suportam a ideia
de que a perda de vitalidade das células do mesocarpo acontece logo apos o
veraison, que ocorreu aos 43 DAA. As bagas exibiram uma gradual perda de
vitalidade celular percebida inicialmente, na porcao interna do fruto, proxima as
sementes, se expandindo para grande parte da superficie das bagas ao longo do
desenvolvimento. A regido do brush (por¢ao central) se manteve fluorescente até
o final do amadurecimento das bagas, presumindo-se, entdo, a existéncia de
vitalidade celular nessa regiao.
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33 DAA 43 DAA 49 DAA
53 DAA 67 DAA 86 DAA

Figura 6. Bagas de Vitis labrusca (variedade Niagara Rosada) cortadas
longitudinalmente, coradas com FDA, evidenciando a area fluorescente com
vitalidade celular.

A porcentagem média da area com vitalidade celular no mesocarpo ao
longo do desenvolvimento das bagas é apresentada na Figura 7. E possivel notar
a queda abrupta dos 33 DAA para os 43 DAA, e ainda a continua reducgao até os
86 DAA.
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Figura 7. Porcentagem de area fluorescente (com vitalidade celular) do
mesocarpo ao longo do desenvolvimento de Vitis labrusca (variedade Niagara
Rosada) em dias ap6s a antese e variedade Thompson Seedless, aos 74 DAA.
Cada ponto representa a média de trés repeticdes e as barras verticais
representam o erro padrdao da média.

As porcentagens de area com vitalidade celular variaram entre valores
médios iniciais de 97% aos 33 DAA, diminuindo para 17% aos 86 DAA (Figura 7).
Ocorreu, portanto, uma perda de vitalidade de, aproximadamente, 80% durante o
ciclo de desenvolvimento, desde o inicio do crescimento das bagas até atingirem
o0 amadurecimento. N6s também testamos bagas de Vitis vinifera (variedade
Thompson Seedless), no estadio pds-veraison, aos 74 DAA. O mesocarpo de
Thompson Seedless nao perde vitalidade celular mesmo nos periodos extremos
de amadurecimento. O valor médio de viabilidade celular foi de 97%, o mesmo
valor encontrado, aos 33 DAA, em Niagara Rosada (Figura 8).
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Niagara Rosada Thompson Seedless
33 DAA 74DAA

Figura 8. Comparacao de bagas de Vitis labrusca (variedade Niagara Rosada) e
Vitis vinifera (variedade Thompson Seedless), coradas com FDA.

Como esperado, a vitalidade celular teve correlagdo negativa com as
variaveis solidos soluveis totais, peso e didmetro (Tabela 1). Ou seja, a medida
que diminuia a vitalidade celular do mesocarpo, os solidos soluveis totais, o peso

e o diametro das bagas aumentavam.

Tabela 1. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r) entre vitalidade celular
do mesocarpo (VCM) e as variaveis solidos soluveis totais (SST), massa fresca e
diametro avaliadas ao longo do desenvolvimento de bagas da variedade Niagara
Rosada.

Correlagao Coeficiente de correlagao (r) Significancia
SST x VCM -0,9714 *
MASSA FRESCA x VCM -0,9148 *
DIAMETRO x VCM -0,8403 **

**Significativo em 1 % de probabilidade
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As imagens obtidas com o corante FDA demonstraram também, uma
variagdo nos valores de pixels a partir da analise comparativa de transectos
(proximal, central e distal). As regibes de ceélulas -citoplasmaticas com
fluorescéncia apresentaram maiores valores de pixels, comparadas a regides sem
vitalidade celular (Figura 9). A baga de Niagara Rosada, aos 63 DAA, apresentou
maiores valores de pixels proximos a regido central (brush), onde estao
localizados os vasos que fornecem agua e solutos. Quando a baga estava no final
do amadurecimento (86 DAA) foi possivel detectar valores para pixels, ainda que
menores, nessa regiao.

A variedade Thompson Seedless, aos 74 DAA, por sua vez, apresentou
uma dispersdo de pixels dos transectos bem proximos, sem picos discrepantes,
como encontrado aos 63 e 86 DAA em Niagara Rosada. O mesmo padrao de
dispersdo foi encontrado aos 33 DAA em Niagara Rosada, no qual ainda

obtiveram uma sobreposi¢cao dos valores de pixels (Figura 9).
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Figura 9. O padrao de dispersdo de vitalidade celular com FDA difere entre os
transectos da baga de Vitis labrusca (variedade Niagara Rosada) (a, b e c) e Vitis
vinifera (variedade Thompson Seedless) (d) em dias apds antese (DAA). Os
transectos proximais ( = ), centrais ( == ) e distais ( = ) foram desenhados e
os pixels analisados.
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5.2. Atividade mitocondrial no mesocarpo
5.2.1. Ensaio colorimétrico com MTT

O ensaio colorimétrico com o corante MTT demonstrou bioquimicamente
a atividade respiratoria no mesocarpo das bagas. Uma redugdo ao longo do
amadurecimento de Niagara Rosada pode ser observada. Aos 33 DAA as bagas
mantiveram atividade respiratoria em torno de 99%, valor préximo ao encontrado
para Thompson Seedless aos 74 DAA, que nesse caso foi usada como
referéncia. Em comparacgao, as bagas de Niagara Rosada aos 43 DAA e 86 DAA
apresentaram uma reducao no percentual, com valores médios de 15% e 25%,

respectivamente, como apresentado na Figura 10.

®Niagara Rosada OThompson Seedless

ol b :

y = 0,0232x2- 3,243x + 182,47
2= 1
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Atividade respiratoria via MTT (%)

25

25 45 DAA 65 85

Figura 10. Atividade respiratéria pelo ensaio com MTT de bagas de Vitis labrusca
(variedade Niagara Rosada) e Vitis vinifera (variedade Thompson Seedless) em

dias apos a antese (DAA). Cada ponto representa a média de trés repetigbes e as
barras verticais representam o erro padrao da média.
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5.2.2. Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase foi investigada devido a sua relevancia na
remocao de H202. A atividade enzimatica apresentou valores médios iniciais de
14,12 mU CAT/mg de proteina, aos 33 DAA. No veraison (43 DAA) foi observado
um aumento, com valor médio de 18,13 mU CAT/mg de proteina, seguido por
uma reducgao no final do amadurecimento das bagas de Niagara Rosada, aos 86

DAA, no qual os valores atingiram 9,20 mU CAT/mg de proteina. (Figura 11).

7y =-0,0115x2+ 12744x- 15,423 ™.
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Figura 11. Atividade da enzima catalase em mesocarpo de bagas de Vitis
labrusca (variedade Niagara Rosada) em dias apdés a antese. Cada ponto
representa a média de trés repeticdes e as barras verticais representam o erro
padrao da média.
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5.3. Caracterizagdo do amadurecimento da baga

O crescimento das bagas seguiu um padrdo de desenvolvimento baseado
em uma sigmoide dupla (figura 12A), visto pela mudanga no didmetro, sendo
possivel perceber um periodo com crescimento mais lento (etapa Il, dos 40 até os
51dias apos a antese, DAA) entre as duas fases de crescimento eminente (etapa
I: formagdo e crescimento das bagas e etapa lll: retorno do crescimento e
alteracdes das propriedades quimicas das bagas). O didmetro apresentou um
acréscimo de 15, 00 mm aos 43 DAA, alcangando aos 86 DAA, 21mm,
aproximadamente.

Os sodlidos soluveis totais (SST) tiveram um aumento progressivo a partir
do veraison (43 DAA). A taxa de solidos soluveis acumulada aumentou durante o
desenvolvimento, passando de 12,36 °Brix aos 43 DAA para 14,45 °Brix aos 53
DAA até alcancar 20°Brix aos 86 DAA, quando as bagas atingiram o
amadurecimento completo (Figura 12A).

O amolecimento das bagas foi comprovado pela deformabilidade através
da reducdo da forca aplicada ao longo do amadurecimento das bagas. A
mudanca na deformabilidade ocorreu a partir dos 43 DAA, quando a forca
aplicada foi de 12,50 N, diminuindo para 4,84 N aos 86 DAA (Figura 12B).

O peso de matéria fresca médio das bagas aumentou gradativamente,
sendo que aos 43 DAA houve um acréscimo expressivo, passando de 2,559 para
2,97g aos 49 DAA. O peso maximo das bagas foi em média de 4,19g, alcancando
em torno dos 86 DAA (Figura 12C).
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Figura 12. Didametro e sélidos soluveis totais (°Brix) de bagas de Vitis labrusca
(variedade Niagara Rosada) (A); Deformabilidade (B) e matéria fresca (C) durante
o desenvolvimento de bagas de Niagara Rosada em intervalos de dias apds a
antese (DAA). A linha vertical pontilhada representa o veraison. Cada ponto
representa a média de seis repeticdes e as barras verticais representam o erro
padrao da média.
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6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho comprovam que ocorre a perda
de integridade das membranas celulares, isto €, a perda de vitalidade celular no
mesocarpo de bagas de V. labrusca variedade Niagara Rosada, logo apds o
veraison. NOs consideramos que essa perda € prematura quando comparadas as
variedades estudadas, especificamente de V. vinifera. Ainda se percebeu
manutencdo da atividade mitocondrial e redugdo da atividade da enzima
antioxidante catalase nos periodos avaliados.

Estudos mostram que variedades de uva apresentam perda de vitalidade
celular no final do seu ciclo de desenvolvimento. Dentre essas podemos citar as
variedades viniferas como Shiraz e Chardonnay que apresentaram perda de
vitalidade no final do ciclo, ou seja, no estadio pos-veraison, a partir dos 100 DAA
(Tilbrook e Tyerman, 2008; Fuentes et al., 2010). No entanto, ao avaliarmos o
ciclo de Niagara Rosada, percebemos que a perda de vitalidade, ou seja, a morte
celular no mesocarpo, iniciou no veraison, aos 43 DAA, e por isso podemos dizer
que essa perda de vitalidade € prematura por ocorrer logo no inicio do
amadurecimento. De uma forma distinta, em Thompson Seedless essa
manutencao de vitalidade foi observada no final do amadurecimento e inclusive
no periodo poés-colheita. As bagas desta variedade conseguem gerar pressdes
negativas no xilema do pedicelo e mantém uma continua e funcional conexao

com o xilema do pedicelo. Isso indica que as células viaveis sustentam esse
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gradiente de pressao a medida que a baga amadurece (Tilbrook e Tyerman,
2008).

A Niagara Rosada, assim como a Chardonnay conseguem manter a
vitalidade do tecido vascular na regido do brush, onde est&o localizados os vasos
condutores, mesmo com a deteccdo da intensa perda de vitalidade no
mesocarpo. Segundo Tilbrook e Tyerman (2008) esse fato explica que o
transporte de agua e soluto entre a baga e a planta-mae ainda pode ser mantido,
provavelmente a partir da movimentagdo da agua via floema ja que nos vasos
xilematicos da regidao do brush, a resisténcia hidraulica se torna maior ao longo do
amadurecimento da uva (Tyerman et al., 2004).

Com a analise dos pixels por transectos, conseguimos sustentar as
informagdes fornecidas nas imagens com FDA. De fato, a regido dos vasos
condutores de Niagara Rosada, aos 86 DAA, havia fluorescéncia. Conforme se
afastava nos transectos ao longo do mesocarpo, nado havia detecgao de
fluorescéncia, ou seja, havia regides com membranas n&o-viaveis. A variedade
Shiraz apresentou um comportamento semelhante em estudos de Tilbrook e
Tyerman (2008), que mostraram a variagado de valores de pixels, comprovando
membranas viaveis e nao-viaveis ao longo do mesocarpo.

A evidente perda de vitalidade das membranas celulares, por si so, ndo é
capaz de explicar a aparente manutencdo da estrutura do mesocarpo. Dessa
forma, realizamos o ensaio bioquimico com o MTT que mostrou uma reducao da
atividade mitocondrial ao longo dos estadios de desenvolvimento da baga de
Niagara Rosada. Em comparagéao, a variedade Thompson Seedless, aos 74 DAA,
manteve elevada atividade mitocondrial, bem proxima da atividade encontrada em
baga de Niagara Rosada, aos 33 DAA.

A técnica com MTT possibilitou descrever, bioquimicamente, a atividade
respiratoria das células do mesocarpo por meio da atividade mitocondrial. Esses
resultados com MTT mostram que, enquanto ocorre perda de vitalidade das
células do mesocarpo, comprovada pelo FDA, a atividade mitocondrial € mantida.
Diante disso, podemos dizer que as membranas mitocondriais permanecem
integras e as enzimas desidrogenases presentes e capazes de reduzir o MTT a
formazan. As membranas mitocondriais e as membranas plasmaticas ja
apareceram intactas no final do amadurecimento de bagas de V. vinifera x V.

labrusca cv. Kyoho. Em estudos aprofundados na estrutura do mesocarpo dessa
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variedade, Zhang et al. (1997) perceberam a manutencao das estruturas dessas
membranas. Ja em Thompson Seedless, foi identificada a manutencdo de
membranas celulares até no final do ciclo dessa variedade e, por isso, podemos
afirmar que a manutengao dessas estruturas e, consequentemente, da vitalidade
celular, é dependente de cada variedade e das condigdes ambientais (Tilbrook e
Tyerman, 2008).

A integridade das membranas mitocondriais € frequentemente mantida
até o final do processo de senescéncia dos frutos, ainda que a desintegracao das
membranas celulares seja visivel e fagam parte do final do processo de morte
celular em plantas (Noodén, 2004). Esse fato pode explicar os valores de
atividade mitocondrial encontrados proximos dos 75% no final do amadurecimento
de bagas de Niagara Rosada. Com a manutencgéo dessa atividade, foi possivel a
reducao do MTT a formazan e sua detecgdo, espectrofotometricamente, ainda
que os resultados de FDA mostrassem a perda de integridade das células do
mesocarpo.

A presenca de um protoplasma funcional também pode ser capaz de
explicar a manutengao da atividade mitocondrial encontrada em Niagara Rosada.
Como identificado por Zhang et al. (1997), protoplasma funcional, com
mitocdndrias intactas e numerosas, se forma durante o amadurecimento de V.
vinifera x V. labrusca cv. Kyoho. Esse protoplasma € capaz de manter a
integridade mitocondrial até o final do ciclo, e logo a manuteng¢ao do crescimento
e amadurecimento dessa variedade. Dessa maneira, sugerimos que em Niagara
Rosada o protoplasma possa estar presente como uma parte especifica da fase
do seu ciclo de desenvolvimento, uma vez que detectamos a atividade das
mitocdndrias, enquanto o resultado com FDA mostra perda de integridade das
membranas celulares do mesocarpo.

Com relagédo a integridade das membranas mitocondriais sabemos que
pode ser perdida, uma vez que as mitocéndrias sdo as principais organelas
responsaveis na produgado de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células.
O acumulo de EROs pode prejudicar a integridade da membrana mitocondrial e,
ao final, resultar em disfungdo mitocondrial irreversivel (Moller, 2001), que se
acredita ser uma das principais causas da morte celular em diversos organismos,
incluindo os frutos em amadurecimento (Qin et al., 2009). Sendo assim, a

presenca de enzimas antioxidantes é fundamental para as células vegetais. Uma
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das principais enzimas estudadas é a catalase (CAT), capaz de eliminar o H20z2,
uma das EROs (Miller, 2010).

Em Niagara Rosada nds avaliamos a atividade da CAT e os resultados
mostraram valores menores no inicio do desenvolvimento e um incremento no
veraison, seguido por uma redug¢ao no final do amadurecimento das bagas. Esse
aumento de atividade no veraison pode ser um reflexo do acumulo de EROs,
principalmente o H202, uma vez que a atividade enzimatica € dependente do seu
substrato (Slesak et al., 2007). O aumento pode estar relacionado ainda com
mudancas que ocorrem no funcionalismo mitocondrial e aumento na liberagao do
citocromo C pelo poro de transi¢ao mitocondrial PTP.

A liberagao ocorre no citosol através do PTP e causa uma ruptura do
transporte de elétrons causando um excesso de EROs e o inicio do processo de
morte celular (Green e Reed, 1998; Lin et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2017). Ja a
reducao da atividade da CAT encontrada no final do amadurecimento significa
que a capacidade da enzima em reduzir a concentracdo de H202 é menor e,
consequentemente, ha maior possibilidade de ocorrer uma superproducao do
H20:2 e causar danos celulares irreversiveis (Xi et al., 2017).

O fendmeno de explosado oxidativa com aumento de H202 no periodo do
veraison, ja foi identificado durante o desenvolvimento de bagas de uva Pinot Noir
(Pilat et al., 2007; Pilat et al., 2014). Nessa mesma variedade foi encontrado cerca
de 50% de perda de vitalidade celular no mesocarpo das bagas (Fuentes et al.,
2010). Ainda que o H202 tenha se mostrado inofensivo nessas bagas, podemos
relacionar a perda de vitalidade com a superproducao de H202 nessa variedade.

A ocorréncia da perda de vitalidade celular em Niagara Rosada
apresentada neste trabalho pode ter uma relagao direta com a consisténcia do
mesocarpo, visto que o mesmo se apresentou mais tenro e pouco crocante e um
aspecto gelatinoso, conforme se avanca o amadurecimento da baga. Além disso,
a casca é espessa e revestida por uma camada de cera, que dificulta a perda de
agua por transpiragdo. Isto possibilita a manutengao de caracteristicas fisicas e
quimicas por um periodo mais prolongado, como visto também por Lerin (2016).

Nos resultados apresentados o inicio do amadurecimento denominado
veraison foi registrado, aproximadamente, aos 43 DAA quando as bagas se
tornaram amolecidas e com um rapido aumento nos solidos soluveis totais. As

bagas apresentaram também o retorno do crescimento logo a partir do veraison,
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que pode ser explicado pela redugdo do potencial hidrico da baga como
consequéncia do acumulo de acgucares fornecidos via floema (Zhaosen et al.,
2014).

O aumento da deformabilidade em bagas foi registrado e possibilitou
identificar o inicio do veraison. Esse aumento corresponde a perda de
turgescéncia, e € nesse momento que algumas variedades de uva, como, por
exemplo, a Syrah, perdem massa fresca (McCarthy e Coombe, 1999; Thomas et
al., 2006; Sadras e McCarthy, 2007).

A perda de massa fresca pode estar ligada a perda de integridade das
membranas celulares do mesocarpo e a consequente perda de turgescéncia
celular. Diante disso, foi proposta uma existéncia de uma correlagao positiva entre
a perda de massa fresca e tamanho com a perda de vitalidade celular em bagas
no pos-veraison (Krasnow et al., 2008; Tilbrook e Tyerman, 2008; Fuentes et al.,
2010). A variedade Niagara Rosada parece nao seguir essa correlagdo, como
observado nos dados obtidos. Apesar de as bagas terem apresentado uma
reducdo da forga utilizada para causar a deformabilidade, a partir dos 43 DAA, a
perda de tamanho n&do ocorreu até o final do amadurecimento mesmo com a
evidente perda de vitalidade celular ao longo do amadurecimento.

Diante dos resultados, observamos uma elevada correlagdo negativa
entre a massa fresca, o didmetro e os soélidos soluveis totais com a vitalidade
celular do mesocarpo. Ou seja, ainda que a perda de vitalidade celular ocorra,
essas variaveis apresentam aumento progressivo até o final do amadurecimento.
Outras variedades que apresentam correlagdo negativa sdo a Chardonnay e
Thompson Seedless, e esta ainda mantém suas caracteristicas fisioldgicas com
elevada condutancia hidraulica, um mesocarpo tenro e crocante e alta taxa de
vitalidade celular (Fuentes et al., 2010).

No ciclo de desenvolvimento, seja de 6rgaos ou tecidos vegetais, a perda
de vitalidade celular € um evento identificado em estadios finais (Greenberg,
1996; Thomas et al., 2009). Para bagas de uva, percebemos que a intensidade e
o periodo que ocorre, parece ser determinado pela variedade e que ha relagdes
importantes entre a estrutura do mesocarpo e a presenca de atividade celular.
Portanto, ainda é necessario compreender mecanismos mais aprofundados ao
longo de cada ciclo e que fazem cada variedade apresentar um comportamento

diante da perda de vitalidade celular no mesocarpo.
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7. CONCLUSAO

As analises de vitalidade celular comprovaram que a perda de integridade
das membranas celulares, ou seja, a morte celular € prematura quando
comparada com demais variedades ja estudadas e ocorre logo apds o veraison
em bagas de Niagara Rosada. Também foi observado a partir da analise
bioquimica uma manutengcdo da atividade mitocondrial e uma reducdo da
atividade da enzima antioxidante catalase em detrimento da perda de vitalidade
celular no final do amadurecimento da baga. Ja as mudangas fisiologicas
avaliadas aconteceram no inicio do amadurecimento para a variedade Niagara
Rosada, e ocorreu a manutengao de caracteristicas fisicas, como o aumento de
peso e solidos soluveis e conservagdao do tamanho da baga, mesmo quando

ocorre uma elevada taxa de perda de vitalidade celular.
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